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La pr£sente invention se rapporte k des polypeptides utilisables 
notamment dans la preparation d'immunogenes et Tobtention de vaccin 
contre le virus respiratoire syncytial (VRS) et k des sequences 
nucieotidiques permettant de les obtenir. L'invention se rapporte 
5 egalement k une proline adjuvante d'immunite extraite de Klebsiella 
pneumoniae, k des compositions contenant les polypeptides immunogenes, 
eventuellement associes k une telle proteine adjuvante, ainsi qu'k leur 
proc£d£ de preparation. 

Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la cause la plus frequente 
10 de maladies respiratoires chez le nouveau-ne : bronchopneumopathies 
(bronchiolites). L'OMS estime chaque annee 50 millions de cas atteints du 
VRS, dont 160 000 dec£s dans le monde entier. n existe deux sous groupes du 
virus (sous groupes A et B). 

Le VRS est classe dans la famille des Paramyxoviridae, genre 
IS pneumovirus comportant un genome ARN non segment^, de polarity 
negative, codant pour 10 pro twines specifiques. 

n n'existe pas actuellement de vacdn disponible, contre le VRS. Les 
vaccins k virus inactive se sont months inefficaces et ont meme parfois 
aggrave les infections des nourrissons. Dans les annees 60, les tentatives 
20 de vaccination avec le VRS inactive k la formaline ont conduit k rechec : 
au lieu de conferer une protection lors de la reinfection due au VRS, le 
vaccin a eu pour effet d'aggraver la maladie chez l'enfant. 

La demande WO 87/04185 a propose d'utiiiser des proteines 
structurales du VRS en vue d'un vaccin, comme les proteines d'enveloppe 
25 appeiees proteine F (proteine de fusion) ou proline G, une glycoproteine 
de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine majeure de capside 
(proteine N). 

La demande WO 89/02935 decrit les proprietes de protection de la 
proteine F entire du VRS, eventuellement modifies sous forme 
30 monomeriques ou desacetyiee. 

Une serie de fragments de la proteine F a ete clonee en vue de 
rechercher leurs proprietes neutralisantes. 

Toutefois les vaccins immunitaires testes k ce jour se sont montres 
inefficaces ou ont induit une pathologie pulmonaire (bronchiolite ou 
35 p6ribronchite). 
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A Theure actuelle il n'existe pas de traitement de fond des 
infections dues au VRS. 

Les infections au VRS des voies aeriennes superieures : le 
traitement repose essentieilement sur les medications symptomatiques 
identiques k celles des autres infections virales. 

Les infections au VRS des voies a6riennes inferieures : le traitement 
chez les nourrissons repose sur le maintien d'une hydratation correcte, 
i'aspiration des secretions et 1'administration d'oxygene si besoin. Un effet 
positif a ete observe avec la ribavirine, nucleotide actif in vitro contre le 
VRS. 

Cest pourquoi la pr&ente invention a pour objet un polypeptide 
utile notamment dans la production d'immunog&ne, caract£ris6 en ce qu'il 
est porte par la sequence peptidique comprise entre les rgsidus d'acides 
amines 130 et 230 de la sequence de la proteine G du virus respiratoire 
syncytial, ou par une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec 
ladite sequence peptidique. Cette sequence diffire pour les sous-groupes A 
et B. 

La proteine G est une glycoprotein d'enveloppe du VRS, de poids 
mol6culaire compris entre 84 et 90 Kd, pauvre en methionine. 

La Demanderesse a mis en evidence que la sequence comprise entre 
les addes amines 130 et 230 de la proteine G naturelle est particulierement 
appropriee pour induire une protection efficace contre Tinfection par le 
VRS, sous-groupes A et B. 

Plus particulierement la presente invention concerne deux 
polypeptides (sous groupes A et B) utiles notamment comme element 
d'immunogene compris dans le precedent et qui comporte la sequence 
peptidique comprise entre les residus aminoacides numerates 174 et 187 de 
la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 80% 
d'homologie avec la sequence correspondante. 

Parmi les variants des sequences precedentes, il faut citer les 
polypeptides qui component une sequence dans laquelle : 
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a) l'acide amine Cys en positions 173 et/ou 186 a 6te remplace par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en particulier la 
serine, et/ou 

b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment l'acide 
aspartique et l'ornithine. 

Ainsi, la sequence polypeptidique 130-230 du VRS sous-groupe A 
peut «tre utilisee complete, sous sa forme native. Cette sequence 
correspond a la sequence notee Seq id n' 1 (ou G2A). 

De meme, on peut utiliser la sequence polypeptidique complete 130- 
230 du VRS sous groupe B, sous sa forme native. Cette sequence correspond 
a la sequence notee Seq id n° 2 (G2B). 

La sequence id n* 1 sera notee G2A dans la suite de la demande. 
La sequence id n° 2 sera notee G2B dans la suite de la demande. 
Des sequences presentant au moins 80% d'homologie avec G2A ou 
G2B sont egalement appropriees 

La sequence comprise entre les acides amines 130 et 230, peut etre 
modifiee par le remplacement des residus cysteine en positions 173 et 186 
par des residus serine pour obtenir un peptide conservant de bonnes 
proprietes immunogenes, grace au maintien de la boucle fonnee par les 
residus Cys en positions 176 et 182. Les sequences en acides amines et 
nucleotides de ce polypeptide pour le sous-groupe A sont representees sur 
la seq id n° 3 (G2AftCys). 

Pour le sous-groupe B, les sequences en acides amines et en 
nucleotides sont representees sur la seq id n* 4 (G2BfiCys). 

Les sequences peptidiques seront notees G2A5Cys et G2B6Cys. 
Selon un autre aspect, l'invention a pour objet un polypeptide utile 
pour la preparation d'immunogene, caracteiis* en ce qu'il consiste en la 
sequence peptidique comprise entre les residus aminoacides numerates 
174 et 187 de la proteine G du VRS ou une sequence presentant au moins 
8096 d'homologie avec ladite sequence peptidique. 

Dans cette derniere sequence le peptide 174-187 sous-groupe A peut 
presenter la sequence : 
Seq id n* 5 : 

Ser De Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala De Cys Lys. 

Le peptide 174-187 sous-groupe B peut presenter la sequence : 
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Seq id n # 6 : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 

Le rtsidu Cys en position 186 peut 6galement Stre remplacS par un 
residu serine, de mantere k obtenir la sequence suivante : 
Seq id n* 7 pour le sous-groupe A : 
5 Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Ser Lys. 

Seq id n* 8 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys. 
Dans la sequence comprise entre les rtsidus 174 et 187 du peptide 
immunogfcne, selon Tune des variantes de Tinvention, les rtsidus 
10 aminoaddes en positions 176 et 182 sont respectivement remplac6s par un 
acide aspartique et une ornithine, de manure k obtenir Tune des 
sequences suivantes : 
Seq id n # 9 pour le sous-groupe A : 

Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala lie Cys Lys 
IS Seq id n* 10 pour le sous-groupe B 

Ser-He-Asp-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Lys-Ser-Ile-Cys-Lys. 
Seq id n* 11 pour le sous-groupe A : 

Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala lie Ser Lys. 
Seq id n* 12 pour le sous-groupe B : 

Ser-Ile-Asp-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Orn-Ser-Ile-Ser-Lys. 
Le maintien des propri£t£s immunog&nes est obtenu grace au 
remplacement du pont disulfure (entre les Cys natureiles) par un pont 
amide entre les positions 176 et 182. 

L'invention a Igalement pour objet un polypeptide utilisable 
comme agent immunogdne prlsentant l'une des sequences pr£c£dentes et 
qui comporte en outre au moins un rtsidu cysteine en position N- 
terminale ou C- terminate. 

L'invention comprend £galement un polypeptide qui consiste en la 
sequence peptidique comprise entre les rtsidus aminoacides num6rot6s 
130 et 230 de la sequence de la proline G du VRS sous-groupe A et sous- 
groupe B f ou en une sequence pr^sentant 80% d'homologie avec ladite 
sequence peptidique et qui est sous forme d'une proline de fusion avec le 
rtcepteur de la serumalbumine humaine, nomm£e BBG2A6C ou BBG2B6Q ou 
une autre proline de liaison. 
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L'invention comprend egalement les variants par exemple 
glycosyies ou sulfates des differents peptides, que ces fonctions soient 
naturelles ou non. 

Les polypeptides peuvent etre prepares par synthase peptidique ou 
5 par les techniques d'ADN recombinant, qui sont connues de l'homme du 
metier. 

En particulier, les sequences du gene codant pour Tepitope 
d'environ 100 acides amines peuvent etre preparers par assemblage de 
genes en phase solide, et la proline correspondante exprimee par 
) exemple dans E coli par voie intracellulaire. 

Les sequences nucieotidiques (ARN ou ADN) codant pour les 
prolines ou les polypeptides deiinis ci-dessus font parte de l'invention. 

Un autre objet de l'invention est un agent immunogene qui 
comporte un polypeptide tel que defini prec6demment couple a une 
proline porteuse, en particulier a une proline adjuvante d'immunite. 

De preference, le polypeptide selon l'invention est couple a une 
proline porteuse de type OmpA de la membrane externe d'urte bacterie du 
genre Klebsiella, de preference sous forme d'un conjugue soluble. 

La Demanderesse a pu montrer qu'alors que les variants de la 
sequence 174-187 de la proteine G du VRS ne sont pas immunogenes, Ieur 
couplage avec une telle proteine induit une reponse immunitaire 
specifique. 

L'intensite de la reponse immunitaire a ete comparee avec celle 
obtenue avec des adjuvants classiques, tel que le couplage au porteur KLH 
(keyhole limpet hemocyanin) coadministre avec l'adjuvant de Freund, ou 
le couplage a la proteine porteuse TT (tetanus toxoid). 

Des resultats particulierement avantageux sont obtenus pour des 
compositions contenant un polypeptide immunogene selon l'invention 
couple a la proteine p40 de Klebsiella pneumoniae ou une proteine 
presentant 8096 d'homologie avec la proteine p40. 

Plus particuUerement, ledit polypeptide est couple a une proteine 
comportant la sequence peptidique notee Seq id n" 13. 

La sequence nucieotidique (ADN ou ARN) codant pour la proteine 
comportant la sequence id n* 13 est comprise dans l'invention. 

Le polypeptide immunogene peut etre couple a la proteine 
adjuvante d'immunite par des methodes connues de l'homme du metier 
telles que : 
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- Glutaraldehyde 

- Carbodiimide (ex : EDC : l-(3dimethyIaminopropyl)-3^thylcarb<xliimide). 

- Bis imido esters (ex : dimethyladipimidate). 

- N-hydroxysuccinimidyl esters (ex : disuccinimidyl suberate). 

- Pour les peptides comportant une cysteine supplemental en position N 
terminate ou C terminate : 

* Mal6imido-N- hydroxy succinimide esters (ex : MBS : 
maieimido benzoyl-N-hydroxy-succinimide ester). 

* N- sucdnimidyl Bromoacetate. 

Le polypeptide peut gtre conjugue k la proline porteuse par une 
proline de liaison, par exemple Ie rtcepteur de la serumalbumine 
humaine (BB). 

Selon un autre aspect, l'invention a egalement pour objet un 
procede de preparation d'un peptide conjugue entrant dans une 
composition utile pour prevention ou traitement des affections k VRS, 
caracterise en ce que : 

a) on prtcipite les lipopolysaccharides de membranes de bacteries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 
detergents, pour rtcuperer les proteines membranaires totales dans 
le surnageant, 

b) on soumet les prolines k une chromatographic par echange 
d'anions pour sdparer la fraction contenant la proteine adjuvante 
d'immunite, 

c) on concentre la fraction contenant la proline adjuvante 
d'immunite, 

d) on conjugue la proteine adjuvante d'immunite avec un polypeptide 
immunog£ne tel que definis ci-dessus pour former un conjugue 
soluble. 

Le sel de cation divalent utilise dans retape a) est de preference un 
sel de calcium ou de magnesium. Aprts centrifugation, les proteines du 
surnageant peuvent fitre recuperees avec un bon rendement par deux 
precipitations k l'ethanol. 

Les proteines membranaires, aprts remise en suspension, sont 
separtes sur une colonne echangeuse d'anions, utilisable en conditions 
industrielles. Ce support chromatographique est trts stable et compatible 
avec les traitements de depyrog6nation drastiques, ce qui n'etait pas le cas 
des supports chromatographiques dtyk decrits. D'autre part, reiution de la 
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proline peut etre realisee en conditions isocratiques et non par 
application d'un gradient de Nad (comme decrit precedemment), ce qui est 
particuUerement avantageux en conditions industrielles. 

Selon un autre aspect, l'invention a pour objet une composition 
5 utile pour la prevention et/ou le traitement des affections provoquees par 
le VRS. caracterisee en ce qu'elle contient un polypeptide caracterise ci- 
avant. 

Plus particuUerement les compositions contiennent en outre des 
excipients pharmaceutiquement acceptables adapts a I'administration par 
10 voie injectable. 

En effet, la Demanderesse a mis en evidence que l'injection de telles 
compositions entralne une protection, non par un effet neutralisant, mais 
par une reponse immunitaire systemique de l'organisme. 

Les reponses humorales et cellulaire (IgM, IgG, IgA et cellules T) 
sont provoquees par le produit qui induit egalement une protection a long 
terme et une memoire immunologique contre les VRS sous groupes a et b. 

En vue de I'administration des compositions vaccinales par voie 
sous-cutanee, U est souhaitable de disposer de conjugue soluble, ce qui est 
difficile par les m&hodes conventionnelles. 

C'est pourquoi l'invention concerne egalement un proc*d6 de 
preparation d'un conjugue entre un peptide immunogene et une proline 
de membrane de Klebsiella, en particulier la proline P 40 de K. 
pneumoniae, dans lequel le couplage est effectue en presence de 
glutarald^hyde a des concentrations inferieures ou egales a 0,0596. 
25 Ce proc£d6 de couplage diminue conside>ablement les 

concentrations en glutaraldehyde en comparaison de celles 
habitueUement utilises (2 fois 0.0196 au lieu de 196 environ) ; le 
glutaraldehyde est ajout* en 2 fois sur une penode de cinq jours alors que 
les protocoles decrits mentionnent des temps de 24 heures. 
30 Ces modifications ont permis l'obtention d'un coniugm* snhM* so US 

une forme adaptee a radministration sous cutanee. 

Les protocoles usuels (concentrations en glutaraldehyde plus 
elevees et temps courts) se traduisent par la formation d'un gel dense (du a 
des reactions de conjugaison P40-P40, tres probablement), forme impropre 
35 a I'administration et a la manipulation en general. 



20 
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Le peptide conjugu^ peut 6tre congete et utilise tel quel ou 
lyophilise. 

Les exemples qui suivent sont destines k illustrer ^invention sans 
aucunement en limiter la port6e. 
5 Dans ces exemples on se r£f&rera aux figures suivantes : 



- Figure 1 : intensity de la rlponse immunitaire induite contre G1A sous 

diffgrentes formes, 

- Figure 2 : Cin£tique de la r£ponse immunitaire induite contre G1A 
10 pr6sent£e sous differentes formes, 

- Figure 3 : Cin6tique de la rgponse immunitaire induite contre le 

porteur seul. 
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Exemple 1 : Synthase et Purification du GiA 

Le polypeptide de sequence 

Ser-Ue-Cys-Ser-Asn-Asn-Pro-Thr-Cys-Trp-Ala-Ile-Ser-Lys 
I « I 

not 6 GiA, est pr6par6 par synthase en phase solide en utilisant la chimie 
Boc. 



Assemblage 

25 L'assemblage du peptide est effectu6 par synthase peptidique en 

phase solide sur polystyrene (divinylbenz&ne 1%), en commencant avec 
un agent de liaison Boc-Lys(2-cl-Z)-ph£nylac&amidomethyL 

On a utilise la strat€gie chimique Boc-Benzyle avec la procedure de 
d€protection-couplage suivante : 



1. 


55 % TFA dans DCM 


(1x5 min) 


z 


55 % TFA dans DCM 


(1 x25min) 


3. 


DCM 


(2 x 1 min) 


4. 


Isopropylalcool 


(1 x 1 min) 


5. 


DMF 


(2 x 1 min) 


6. 


10 % DIEA en DMF 


(2x2 min) 


7. 


Couplage 
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& DMF (2xlmin) 
9. DCM (2 x 1 min) 

A chaque 6tape on utilise 20 ml de solvant par gramme de peptide- 
r£sine. 

Le couplage est effectu6 dans du DMF avec un ester 
hydroxybenzotriazole prtform6 pendant 30 min. On v6rifie k chaque etape 
du couplage, si des fonctions amin6 libres r&iduelles sont prgsentes, par le 
test & la ninhydrine. Si n£cessaire, un double couplage est effectug. 

Pour la synthase du peptide G X A, on a utilise les groupes de 
protection de la chaine lat£rale suivants : 

- 2-chlorobenzyloxycarbonyl pour la Lysine, 

- Benzyl pour la Serine et la Threonine, 

- 4-m6thyibenzyl pour la Cysteine, 

- Formyl pour le Tryptophane, 

Avant I'Stape finale de d6protection/deavage, le groupe formyl est 
61imin6 par traitement 30 min par une solution de piperidine k 25 % dans 
du DMF, La r&ine peptidique est iav6e par du DCM et de lather, et s6chee 
sous pression r£duite. 

Clivage 

Le peptide est cliv6 de la rtsine et complement d6prot6g6 par un 
traitement au Fluorure d'Hydrogfcne iiquide. 10 ml de Fluorure 
d'Hydrogfcne par gramme de peptide-rtsine sont utilises classiquement a 
0*C pendant 45 min en presence de p-cresol et d'6thanedithiol comme 
pidge. Aprds Evaporation du Fluorure d'Hydrog&ne, le melange de reaction 
brut est Iav6 & lather, dissout dans du TFA, prtdpit6 k lather et s£ch6. 

Cyclisation et purification 

Conditions g&i6rales de purification par HPLC : 

Phase stationnaire : silice en Qg, 15-25 ym, 100 A 

Phase mobile : solvant A : eau 0, 1 % TFA 

solvant B : ac&onitrile/A, 60/40% (v/v) 
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Gradient lineaire : 20 k 50 % B en 30 min (premiere etape de 

purification) 

15 k 40 % B en 30 min (seconde etape de 
purification) 
S Vitesse du flux : 40 ml/min 

Detection: UV(210nm) 

Le peptide brut obtenu aprts clivage est purifie dans les conditions 
decrites d-dessus (gradient de 20 k 50 % B). Les fractions ayant une purete 
superieure k 70-80 % (HPLC) sont rtunies et lyophilisees. Le peptide est 

10 ensuite purifie dans un melange acetonitrile eau et DMSO (Img/ml) et 
laisse sous agitation jusqu'i ce que la cyclisation soit complete (4 k 6 
jours). revolution de la reaction est contrdl6e par HPLC. Le melange de 
reaction est finalement concentre sur la colonne d'HPLC preparative et 
un gradient de 15 k 40 % de B est applique en 30 min afin de purifier le 

15 peptide. 

Generalement, aprts lyophilisation, une seconde purification dans 
les mfimes conditions, est effectu6e pour atteindre le degre de purete 
requis. 

La purete et l'identite du produit final sont contrdiees par HPLC 
20 analytique, analyse des amino addes et analyse de masse FAB. 

Dans le peptide ainsi obtenu, le rtsidu serine en treizidme position 
remplace le rtsidu Cys du peptide naturel, evitant ainsi une heterogeneite 
dans la formation des ponts disulfures, pouvant etre nuisible k 
l'immunogenicite. 

25 

Exemple 2 : Preparation de l'epitope (^AftCys 
Construction de g£ne : materiel* et m£thodes 

30 Dans un microtube Eppendorf, on rince 300 *rg de billes avec du 

tampon washing/binding (1M NaCL lOmM Tris-HCi pH7,5 f 1 mM EDTA) 
avant d'ajouter 0,2 pmole de 1'oligo biotinyle, 15 minutes d'incubation k 
temperature ambiante pour le binding. Les billes avec 1'oligo fixe sont 
rinc£es et sedimentees. 0,2 pmole de 1'oligo phosphoryie en 5' suivant est 

35 ajoute dans 60 //l de tampon hybridation/ligation (50mM Tris-HCl pH7,6, 10 
mM MgCl 2 , 1 mM ATP, ImM 1,4-dithiothreitol [DTTJ, 5% polyethylene glycol 
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[PEG] 8000). Le melange d'hybridation est incub* a 70* C pendant Smnet 
laisse" revenir a 37* C. avant d'ajouter 3 unites de T4 DNA Ugase (BRL) suivi 
de IS mn d'incubation a 37* C. Le melange reactionnel est rinc£ avant 
d'ajouter 0,2 pmole d'oligo suivant. La procedure d'hybridation/ligation 
est rtp£tee autant de fois qu'on ajoute un nouveau oligo complementaire 
phosphoryle" en 5*. A la fin, le duplex d'ADN fix* sur billes magn&iques 
peut 6tre separt du support en coupant avec les enzymes de restriction 
appropriges. 

On prepare I'ADN correspondant a la sequence G2A6Cys et a la 
sequence G2A6Cys liee a la proline de liaison a la serumalbumine 
humaine(BB) notee BB-G2A6Cys. 

La sequence nudeotidique est exprimee chez E coli pour recuperer 
les prolines correspondantes. 
Vecteur d'expression : 

pVABBG2A*C est un vecteur d'expression de type intracellulaire, il 
contient un promoteur d'origine £ coli , l'operation tryptophane (Trp), 
suvi du gene codant pour le recepteur de la serum albumine humaine BB 
(P-A Nygren et col, J. Mol. Recognit., 1988, L 60) et enfin le gene codant 
pour G2A5C du VRS. L'expression du gene necrologue peut £tre induite en 
presence de 1'IAA (acide-3-R-indoIacrylique). Le produit de fusion 
BBG2AAC peut fitre purifi* par affinity sur colonne HSA-sepharose, apres 
avoir liberg les prolines cytoplasmiques de £ coli. 
Exemples de purification de prolines a partir de culture de 
500 ml : 

La souche £ coli RV 308 (Maurer et col., J. Mol. Biol., 1980, 122, 147) 
transferee par le plasmide pVABBG2A4C. a 6t6 s£lectionn£e sur g&ose 
renfermant de l'amplcilline (lOOfjg/ml) et de la tetracycline (8pg/ml). On 
inocule la souche dans un Erlenmeyer contenant 100 ml de milieu de 
culture TSB (Tryptic Soy broth, Difco) (30g/l). supplement* avec de la 
levure (Yeast Extract, Difco) (5 g/1), de l'Ampicilline (100 /ig/ml), de la 
tetracycline (8 j/g/ml) et du Tryptophane (100 /ig/ml). Incuber a 32 4 C 
pendant 12 heures sous agitation (190 rpm). Transvaser la culture dans un 
autre erlenmeyer (5 litres) contenant quatre fois le volume initial (400 ml 
TSB + levure + les memes antibiotiques a la meme concentration). Lorsque 
la densite* optique du milieu (a SS0 run) atteint environ une D.O. de 1,5, on 
induit la production des prolines en ajoutant dans le milieu de 1'IAA a la 
concentration finale de 25 pg/ml. On arrtte la culture apres 5 heures 
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d'incubation, sous agitation (190 rpm) a 32'C. Apres centrifugation, le 
culot bacterien est resuspendu dans un recipient contenant environ 60 ml 
de solution de TST (50 mM TrisHCl, pH 8,0, 200mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 
0,5 mM EDTA) a froid. 
5 On introduit dans le recipient une sonde standard de sonicateur 

(VIBRA-CELL, Somics Mat, USA). On fait la sonication a la puissance 5 
pendant deux minutes environ. Le surnageant de solution apres 
centrifugation est filtre a 0,45 urn. et passe dans une colonne contenant 
environ 3 ml de gel de HSA-sepharose (STAHL et col, J. Immunol. 
10 Meth.,1989, 12! 43). 

Les prolines purifiees sont analysees par SDS-PAGE sur l'appareil 
Phast System (PHARMACIA) ou sur Mini Protean BIORAD. Les gels sont 
revels par le bleu de Coomassie. La proline BBG2A6C, representant plus 
de 90 96 de purete\ correspond bien a la taille attendue (39,3 Kda) par 
15 rapport aux standards de poids moleculaires connus. 

L'immunotransfert de cette protdine sur membrane Problott (ABI) 
permet de l'identifier avec des anticorps specifiques, anti-BB et/ou anti- 
proteine G du VRS (ss-groupe A). Le rendement de prolines solubles 
purifiees a partir du cytoplasme de £ coU est environ 50 mg/litre de 
20 culture. 

En fermenteur de 2 litres, on peut obtenir de 500 a 800 mg de 
prolines BBG2AAC par litre de culture, dans les conditions optimales de 
culture. 

25 Exemple 3 : Proc&te de purification de p40 

La biomasse de Klebsiella pneumoniae (40 g de cellules seches dans 
un volume de 500 ml, souche IP I 145) est ajustee a pH 2,5 a l'aide d'adde 
ac£tique pur. 

Apres addition d'un demi volume de solution de cetrimide 696, 
6thanol 6096, CaQ 2 1,5 M ajuste a pH 2,5 avec de l'adde acetique, le melange 
est agit6 16 heures a temperature ambiante. 

Apres centrifugation 20 min a 15 000 g a 4* C, les proteines du 
surnageant sont precipitees a l'ethanol (50 96 final). 

Apres centrifugation 10 mn a 10 000 g a 4'C, les proteines du 
surnageant sont precipitees en amenant la concentration a 80 96. 
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Aprds centrifugation 10 min k 10 000 g k 4° C, les culots sont. remis 
en suspension dans une solution de zwittergent 3-14, 1%. 

Apr6s agitation 4 h k temperature ambiante, le pH est ajuste k 6,5 k 
l'aide de NaOH 1 N. 

5 Aprts centrifugation 20 min k 10 000 g k 4° C, le surnageant est 

stocks k -20* C avant purification (solution MP). 0,8 k 1,2 g de prolines 
sont ainsi r£cup£r£es. 

1 g de prolines de la solution de MP sont dialysees dans un tampon 
Tris/HCl 20 mM pH 8,0 : zwittergent 3-14, 0,1 96. Le dialysat est depose sur 

10 une coionne (50 mm x 250 mm) contenant un support de type 
echangeurd'anions forts, gel Biorad Macroprep High Q, 6quilibr£e dans le 
tampondecrit ci-dessus. p40 est eluee k une concentration de 0,1 M k 0,3 M 
en NaCl dans le tampon d'£quilibration. Les fractions sont analyses par 
SDS-PAGE en utilisant le syst&me automatique Phast-syst£me Pharmacia. 

15 Les fractions contenant p40 sont rassembiees et concentres par 
ultrafiltration en utilisant des unites de filtration Millipore Mi nit an 
possldant un seuil de coupure de 10 kDa. 300 k 500 mg de proline P40 pure 
sont ainsi r€cupdr6s. 

Les quantity de prolines sont mesurees par la methode de LOWRY. 

20 La purete et l'homogeneite de la proline P40 sont estim€es par SDS-PAGE 
suivant une modification de la methode de Laemmli (Laemmli U.K., Nature 
(1970) 227 : 680) ainsi que par spectrometrie de masse suivant la technique 
d'ionisation par eiectrospray. 

25 Example 4 : clonage et s£quencage du gene de p40 

Aprds s^quencage par la methode d'Edman de fragments N 

terminaux et internes de la proline p40, des fragments de sequence 

prot6ique ont €x€ determines. 
30 Des oligonucleotides correspondant k des fragments de sequence des 

g&nes d'OmpA ont ete synthetises et utilises comme amorces pour le 

clonage du g6ne de p40 par la technique de FCFL 

La sequence du g£ne de p40 (OmpA de Klebsiella pneumoniae) est 

representee par la sequence id n° 13. 
35 L'analyse de p40 permet de determiner qu'il s'agit d'une proteine de 

355 aminoacides, de poids moieculaire 36064. Les teneurs en aminoacides 

sont les suivantes : 
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Gly : 


42(12,50%); 


Ala: 


33 (9.82 %) 


; Ser: 


17(5,06%) 


Thr : 


20 ( 5,95%); 


Vai: 


27(8,04%) 


; Leu : 


22 (6,55%) 


He : 


9( 2,68%); 


Pro : 


17 (5.06 %) 


; Cys: 


2(0.60%) 


Met : 


6( 1,79%); 


His: 


3(0,89%) 


; Tyr: 


17(5.06%) 


Asp : 


23 ( 6.85 %) ; 


Glu: 


13(3,87%); 


Lys : 


17(5,06%) 


Arg : 


15 ( 4,46%); 


Asn : 


19 (5.65 %) ; 


Gin: 


17(5,06%) 


Phe : 


10 ( 2,98%); 


Tip: 


6 (1,79 %) ; 


TER : 


0(0,30%) 



Exemple 5 : couplage de la prottine p40 au peptide G X A 



p40 (5 mg/ml, 40 mg) est dialysee contre 300 volumes de tampon 
phosphate de sodium 0,1 M pH 7, zwittergent 3-14, 0,1%. 

Le dialysat est ajust£ a une concentration de 2 mg/ml a l'aide d'un 
tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14, 0,1%. Du sodium dodecyl 
sulfate (SDS) est ajout* pour atteindre une concentration finale de 4%. 

Le peptide Gi (10 mg/10 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; 
zwittergent 3-14 0,1 %) est ajoutfi a la solution de p40. La valeur du pH est 
contrdlee (comprise entre pH 9 et pH 10). 

Ajouter 220 y\ de glutaraktehyde (2,5% dans l'eau), agiter 24 heures 

a4°G 

Ajouter 5 ml de tampon carbonate 0,1 M pH 9 ; zwittergent 3-14 0.1%; 
verifier le pH (compris entre pH 9 et pH 10) ; agiter 72 heures a 4° C. 

Ajouter 220 jil de glutarald£hyde (2,5% dans l'eau), verifier le pH, 
agiter 24 heures a + 4* C. 

La reaction est stoppee par addidon de 100 jjI de lysine 1 M. La 
solution est dialysee 24 heures a 4 s C. 

Le SDS est eliminl par double precipitation au KC1. 

La solution contenant le conjugul p40 est congelee et utilisee telle 
quelle ou lyophylisee. 

Exemple 6 : activity 

Materiel et m£thodes 

Les souris C57BL/6 (N-5) sont immunisees a JO, J10, J20 par voie sous 
cutanee avec 10 pg de Gl, coupte ou non a un porteur, en presence ou non 
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d'un adjuvant. Le s6rum est collect^ et test6 par ELISA. Les Ig anti-Gl ou 
anti-porteur sont isol6es sur support BSA-G1 et sur support "porteur n (KLH 
ou TT ou P40). Les Ig sont r6vetees & Taide d'un conjugu^ anti-Ig lapin 
p^roxydase. La density optique est lue k 450 nm et le titre en anticorps 
5 anti-Gl est donng par Tinverse de la derni&re dilution dormant deux fois le 
bruit de fond Les r£sultats repr&entent la moyenne ± 6cart-type des titres 
des 5 souris. 

RESULT ATS 

10 

Induction d'une r£ponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunises avec G1A sous differentes formes selon 
un schema d'immunisation identique. Les rgponses anticorps induites par 
15 les difterentes formes de G1A sont companies 28 jours apr£s le d£but de 
Pexp6rience. 

Le peptide synth£tique G1A administrg pur n'induit pas de r6ponse 
immunitaire m€me s'il est coadministrg avec l'adjuvant de Freund. 
Pr6sent6 par le porteur KLH, G1A induit une r6ponse faible qui est 
20 significativement augments par la coadministration de l'adjuvant de 
Ereund (AF). Pr&entl par p40, G1A induit une rtponse sup^rieure k celle 
obtenue dans le schema d'immunisation classique KLH/G1+AF, p40 & des 
propri6t£s de "self-adjuvant carrier*. 

Les r£sultats sont pr£sent£$ sur la figure 1. 

25 

Cin£tique de la r£ponse immunitaire contre G1A 

Les souris sont immunises avec G1A sous difflrentes formes selon 
un schema d'immunisation identique. Les rgponses anticorps induites par 

30 les differentes formes de G1A sont compares dans le temps : 7, 17, 28, 35, 42 
jours aprfes le d£but de l'exp&ience. 

La r€ponse anti-Gl A est significativement plus £lev£e et plus rapide 
lorsque les souris sont immunises avec p40/GlA que les immunisations 
plus classiques TT/G1A et KLH/G1A+AF. Une seule injection de p40/GlA 

35 permet d'obtenir, en 7 jours, un titre d'anticorps anti-GIA de 1000. Ce titre 
est obtenu avec TT/G1A ou KLH/G1A+AF en 28 jours. La rtponse maximum 
(titre » 1/380 000), obtenue aprfcs trois injections, en 28 jours, est environ 
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5 



10 



30 fois superieure a celle obtenue avec KLH/G1A+AF et 70 fois superieure a 
celle obtenue avec TT/G1A. Le titre en anticorps anti-GlA se maintient 
sans faiblir jusqu'au jour 42. 

Les nisultats sont prtsentes sur la figure 2. 

Cin£tique de la reponse immunitaire contre le porteur 



Les souris sont immunisees avec G1A coupte a un porteur selon un 
schema d'immunlsation identique. Les reponses anticorps induites par 
lesdifferents porteurs sont comparers dans le temps. 7, 17, 28, 35, 42 jours 
apres le debut de l'exp£rience. 

La reponse anti-p40 (titre voisin du 10 000) est superieure a la 
rtponse anti-KLH mais non significativement differente de la reponse 
anti-TT. 

15 Les resultats sont presented sur la figure 3. 

CONCLUSION 



Le couplage chimique du peptide G1A sur la proteine p40 a permis 
d'induire une reponse anti-GIA significativement plus importante et plus 
rapide que ceUes provoquees par les modeles de reference KLH/G1A+AF ou 
TT/G1A. Le couplage du peptide GIB devrait induire des reponses 
similaires. 



Exemple 7 : Evaluation du potentiel protecteur des 
peptides et des prolines recombinantes de la 
glycoproteine G du virus respiratoire 
syncytial (VRS) sous- groupe A couples a la 
proline porteuse p40 

Les souris BALB/c ont 6te immunises avec les differentes 
preparations suivantes : 



1) peptide de synthese G1A couple a KLH (keyhole limpet hemocyanin) 
-KLH.G1A. 

2) peptide de synthese G1A coupte a la proteine porteuse p40 - p40.GlA. 

3) teinoin p40 seuL 
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4) proline recombinante produite dans E coli : BBG2A6C couplee a la 
proline porteuse p40 = p40.BBG2A*C. 

5) peptide de synthese G1A couple a la proline porteuse toxine 
tltanique (TT) = TT.G1A. 

6) temoin TT seul. 

7) temoin BB seuL 

8) temoin VRS long (sous-groupe A). 

Les souris ont recu 3 doses intramusculaires (200 *ig/souris) avec 
l'hydroxyde d'aluminium comme adjuvant (utilise couramment chez 
Thomme). Les rtsultats des tests de protection ainsi que du profil 
immunologique des scrums se trouvent dans le tableau 1. 

Les preparations suivantes conferent une protection complete suite 
au challenge avec le VRS Long (Souche A) : p40.GlA, p40.BBG2A«C par 
rapport a TT.G1A qui confere aussi une tres bonne protection comparable 
au peptide KLH.G1A. En test ELISA, tous reconnaissent l'antigene VRS avec 
un titre le plus fort pour p40.GlA=l/12800. 

Quant au test de neutralisation, aucune des preparations ne possede 
d'activite" neutralisante in vitro. 
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Exemple 8 

Evaluation du potentiel protecteur des peptides de la glycoprotein G 
du virus respiratoire syncytial (VRS) sous-groupe A et sous-groupe B 
couples a la KLH. Protection vis-a-vis d'un challenge realise avec les deux 
sous-groupes du VRS. 

Les souris BALB/c ont et£ immunises avec les differentes 
preparations suivantes : 

1. peptide de synthese CIA coupte a la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) - KLH-G1A 

2. peptide de synthese GIB coupl* a la KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) - KLH-G1B. Le peptide GIB correspond a la sequence G 
( 174-1 87)6Cys du sous-groupe B dont la sequence est : 

Ser-Ile-Cys-Gly-Asn-Asn-Gln-Leu-Cys-Lys-Ser-Ile-Ser-Lys 
1 | 



3. Temoin KLH 

4 Temoin VRS long (sous-groupe A) 
5. Temoin VRS 8/60 (sous-groupe B) 

Les souris ont recu 3 doses intramusculaires (200yg/souris) avec 
l'adjuvant de Freund. Les rtsultats des tests de protection ainsi que du 
profil immunologique des scrums se trouvent dans le tableau 2. 

La preparation KLH-G1A permet une protection complete vis-a-vis 
du VRS sous-groupe A mais pas vis-a-vis du VRS sous-groupe B. Par contre, 
la preparation KLH-G1B permet une protection complete vis-a-vis du VRS 
sous-groupe B mais pas vis-a-vis du VRS sous-groupe A. Le test EUSA 
reflete la meme situation. 
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LISTE DC SFOUFNri^ 

Information pour la SEQ ID MO:l 

TYPE OE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 101 acides amines. 303 nucleotides 

NOMBRE DE BRINS : simple 

CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : proline . 

130 

N -Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thp Thr Gin Thr Gin 
S'-ACC GTG AAA ACC AAA AAC ACC ACG ACC ACC CAG ACC CAG 

143 

Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn 
CCG AGC AAA CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AAC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAC 

161 174 

Asn Asp Phe His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser He Cys Ser Asn 

AAC GAT TTC CAT TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCG TGC AGC ATC TGC AGC AAC 

179 187 

Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys 
AAC CCG ACC TGC TGG GCG ATC TGC AAA CGT ATC CCG AAC AAA AAA CCG GGC AAA 

197 

Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys Thr Thr Lys Lys Asp 
AAA ACC ACG ACC AAA CCG ACC AAA AAA CCG ACC TTC AAA ACC ACC AAA AAA GAT 

215 230 
His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val Pro Thr Thr Lys Pro - C Ter 
CAT AAA CCG CAG ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG CCG ACC ACC AAA CCA - 3' 

Information pour la SEQ ID NO: 2 

TYPE DE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 101 acides amines, 303 nucleotides 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : Prottine 

130 

-Thr Ala Gin Thr Lys Gly Arg lie Thr Thr Ser Thr Gin 
5' -ACC GCG CAG ACC AAA GGC CGT ATC ACC ACC AGC ACC CAG 
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143 

Thr Asn Lys Pro Sep Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro Lvs 
ACC AAC AAA CCC AGC ACC AAA AGC CGT AGC AAA AAC CCG CCG AAA AAA CCG AAA 

161 174 

Asp Asp Tyr His Phe Glu Vol Phe Asn Phe Vol Pro Cys Ser He Cys Gly Asn 

GAT GAT TAC CAC TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCC TGC AGC ATC TGC GGC AAC 

179 187 

Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys Thr He Pro Ser Asn Lys Pro Lys Lys 
AAC CAG CTG TGC AAA AGC ATC TGC AAA ACC ATC CCG AGC AAC AAA CCG AAA AAG 

197 

Lys Pro Thr He Lys Pro Thr Asn Lys Pro Thr Thr Lys Thr Thr Asn Lys Ara 
AAA CCG ACC ATC AAA CCG ACC AAC AAA CCG ACC ACC AAA ACC ACC AAC AAA CGT 

215 230 
Asp Pro Lys Thr Pro Ala Lys Met Pro Lys Lys Glu He He Thr Asn - C Ter 
GAT CCG AAA ACC CCG GCG AAA ATG CCG AAG AAG GAA ATC ATC ACC AAC - 3' 

Information pour la SEQ ID N0:3 

TYPE OE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 101 acides amines, 303 nucleotides 

NOMBRE OE BRINS : simple 

CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : proline 

130 

-Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin 
5' -ACC GTG AAA ACC AAA AAC ACC ACG ACC ACC CAG ACC CAG 

143 

Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn 
CCG AGC AAA CCG ACC ACC AAA CAG CGT CAG AAC AAA CCG CCG AAC AAA CCG AAC 

161 frTr 174 ^ 

Asn Asp Phe His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Ser Ser He Cys Ser Asn 
AAC GAT TTC CAT TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG\ CCGjLGC AGC ATC TGC AGC AAC 

179 fH 187 ~~ 

Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys 
AAC CCG ACC TGC TGG GCG ATC AGC AAA CGT ATC CCG AAC AAA AAA CCG GGC AAA 

197 

Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys Thr Thr Lys Lys Asp 
AAA ACC ACG ACC AAA CCG ACC AAA AAA CCG ACC TTC AA/. ACC ACC AAA AAA GAT 
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215 230 

His Lys Pro Gin Thr Tbr Lys Pro Lys Glu Vol Pro Thr Thr Lys Pro - C Ter 

CAT AAA CCG CAG ACC ACC AAA CCG AAA GAA GTG CCG ACC ACC AAA CCA - 3* 

Information pour la SEQ 10 N0:4 

TYPE DE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 101 acides amines, 303 nucleotides 

NOMBRE DE BRINS : simple 

CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : proline 

130 

N -Thr Ala Gin Thr Lys Gly Arg He Thr Thr Ser Thr Gin 
5' -ACC GCG CAG ACC AAA GGC CGT ATC ACC ACC AGC ACC CAG 

143 

Thr Asn Lys Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro Lys 
ACC AAC AAA CCG AGC ACC AAA AGC CGT AGC AAA AAC CCG CCG AAA AAA CCG AAA 

161 174 

Asp Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Ser Ser He Cys Gly Asn 

GAT GAT TAC CAC TTC GAA GTG TTC AAC TTC GTG CCC AGC AGC ATC TGC GGC AAC 

179 187 

Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys Thr He Pro Ser Asn Lys Pro Lvs Lvs 
AAC CAG CTG TGC AAA AGC ATC AGC AAA ACC ATC CCG AGC AAC AAA CCG AAA AAG 

197 

Lys Pro Thr He Lys Pro Thr Asn Lys Pro Thr Thr Lys Thr Thr Asn Lys Ara 
AAA CCG ACC ATC AAA CCG ACC AAC AAA CCG ACC ACC AAA ACC ACC AAC AAA CGT 

215 230 

Asp Pro Lys Thr Pro Ala Lys Met Pro Lys Lys Glu He He Thr Asn - C Ter 

GAT CCG AAA ACC CCG GCG AAA ATG CCG AAG AAG GAA ATC ATC ACC AAC - 3' 

Information pour la SEQ ID 110:5 

TYPE DE SEQUENCE : acide amir* 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 



Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys. 
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Information pour la SEQ ID NO: 6 

TYPE OE SEQUENCE : actde amin* 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amin6s 
NOMBRE OE BRINS : simple 
CONFIGUARIONS : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Sep lie Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys. 

Information pour la SEQ ID NO: 7 

TYPE OE SEQUENCE : acide amir* 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE OE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Ser Lys. 

Information pour la SEQ ID N0:8 

TYPE OE SEQUENCE : acide amini 
LONGUEUR OE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Ser He Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys. 

Information pour la SEQ ID N0:9 

TYPE DE SEQUENCE : acide amini 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : Umpire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Cys Lys. 

Information pour la SEQ ID NO: 10 

TYPE DE SEQUENCE : acide amin£ 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 
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TYPE DE MOLECULE : peptide 

Sep He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Orn Lys Ser He Cys Lys. 
Information pour la SEQ ID NO: 11 

TYPE OE SEQUENCE : acide mint 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 

NOMBRE DE BRINS : simple 

CONFIGURATION : lineal re 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala He Ser Lys. 

Information pour la SEQ ID N0.-12 

TYPE DE SEQUENCE : acide amine . 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NOMBRE OE BRINS : simple 
CONFIGURATION : Uneaire 

TYPE DE MOLECULE : peptide 

Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Orn Lys Ser He Ser Lys. 
Information pour la SEQ ID NO: 13 

TYPE DE SEQUENCE : acides amines et prolines 

LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 335 acides amines, 1005 nucleotides 

NOMBRE DE BRINS : simple 

CONFIGURATION : Uneaire 

TYPE DE MOLECULE : proline 

P40 - N-Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC 
9 18 27 36 45 

51? Z y *l ? ts Asp Thr Gly Typ Gly Asn Gl y P"* tt" Asn A*" Asn Gly Pro 
CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC GGT CCG 
57 66 75 84 93 102 

Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro 
ACC CGT AAC GAT CAG CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC CAG GTT AAC CCG 
m 120 129 138 147 156 

J£ 2*. ^ Glu *** Cly Tyr As P Tr P Leu Gl y Ar 9 Met Ala Tyr Lys GW 
TAC CTC GGT TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC CGT ATG GCA TAT AAA GGC 

165 174 183 192 201 210 
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88 

Sep Vol Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu 
AGC GTT GAC AAC GGT OCT TTC AAA GCT CAG GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA CTG 
219 228 237 246 255 264 



106 

Gly Typ Pro lie Thp Asp Asp Leu Asp He Typ Thr Apg Leu Gly Gly Met Val 
GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC GGC ATG GTT 
273 282 291 300 309 318 



124 

Tpp Apg Ala Asp Sep Lys Gly Asn Typ Ala Ser Thp Gly Val Sep Apg Sep Glu 
TGG CGC GCT GAC TCC AAA GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC GTT TCC CGT AGC GAA 
327 336 345 354 363 372 



142 

His Asp Thp Gly Val Sep Ppo Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Tpp Ala Val Thp 
CAC GAC ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT 
381 390 399 408 417 426 



160 

Apg Asp He Ala Thp Apg Leu Glu Typ Gin Tpp Val Asn Asn He Gly Asp Ala 
CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG 
435 444 453 462 471 480 



Gly Thp Val Gly Thp Apg Ppo Asp Asn Gly Met Leu Sep Leu Gly Val Sep Tyr 
GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT TCC TAC 
489 498 507 516 525 534 

196 

Apg Phe Gly Gin Glu Asp Ala Ala Ppo Val Val Ala Ppo Ala Ppo Ala Ppo Ala 
CGC TTC GGT CAG GAA GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT CCG GCT CCG GCT 
543 552 561 570 579 588 



214 

Ppo Glu Val Ala Thp Lys His Phe Thp Leu Lys Sep Asp Val Leu Phe Asn Phe 
CCG GAA GTG GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT GAC GTT CTG TTC AAC TTC 
597 606 615 624 633 642 



232 

Asn Lys Ala Thp Leu Lys Ppo Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Typ Thp 
AAC AAA GCT ACC aG AAA CCG GAA GGT CAG CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC ACT 
651 660 669 678 687 696 



Gin Leu Sep Asn Met Asp Ppo Lys Asp Gly Sep Ala Val Val Leu Gly Typ Thp 
CAG CTG AGC AAC ATG GAT CCG AAA GAC GGT TCC GCT GTT GTT CTG GGC TAC ACC 
70S 714 723 732 741 750 
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268 

Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin 
GAC CGC ATC GGT TCC GAA GCT TAC AAC CAG CAG CTG TCT GAG AAA CGT GCT CAG 
759 768 777 786 795 804 

286 

Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie Pro Ala Gly Lys He Ser Ala 
TCC GTT GTT GAC TAC CTG GTT GCT AAA GGC ATC CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT 
813 822 831 840 849 858 

304 

Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys 
CGC GGC ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA 
867 876 885 894 903 912 

322 

Ala Arg Ala Ala Leu He Asp Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu 
GCT CGC GCT GCC CTG ATC GAT TGC CTG GCT CCG GAT CGT CGT GTA GAG ATC GAA 
921 930 939 948 957 966 

335 

Val Lys Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly TER - C 
GTT AAA GGC TAC AAA GAA GTT GTA ACT CAG CCG GCG GGT TAA 
975 984 993 1002 
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REVENpiCATIQNS 

1- Polypeptide utilisable comme 616ment d'immunog&ne, 
caract6ris6 en ce qu'il est port6 par la sequence peptidique comprise entre 
5 les r^sidus d'acides amines 130 et 230 de la sequence de la proline G du 
virus respiratoire syncytial du sous-groupe A et du sous-groupe B, ou par 
une sequence pr&entant au moins 80% d'homologie avec ladite sequence 
peptidique. 

Z Polypeptide selon la revendication 1, caractlrisg en ce qu'il 
10 comporte la sequence peptidique comprise entre les r€sidus aminoacides 
num€rot£s 174 et 187 de la proline G du VRS ou une sequence pr&entant 
au moins 8096 d'homologie avec la sequence correspondante. 

3. Polypeptide selon Tune des revendications 1 ou 2, caract6ris6 
en ce qu'il comporte une sequence dans laquelle : 

15 a) l'acide aming Cys en positions 173 et/ou 186 4 6t6 remplacg par un 
aminoacide ne formant pas de pont disulfure en particulier la 
serine, et/ou 

b) les acides amines en positions 176 et 182 sont susceptibles de former 
un pont covalent autre qu'un pont disulfure notamment l'acide 
20 aspartique et rornithine. 

4. Polypeptide selon Tune des revendications 14 3, caract&ise 
en ce qu'il consiste en la sequence peptidique comprise entre les rlsidus 
aminoacides num6rot£s 130 et 230 de la sequence de la proteine G du VRS, 
sous-groupe A et sous-groupe B, ou en une sequence pr&entant 80% 

25 d'homologie avec ladite sequence peptidique. 

5. Polypeptide selon l'une des revendications 1 4 3, caract6ris6 
en ce qu'il pr6sente Tune des sequences suivantes : 

Seq id n* 5 : 

Ser De Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Cys Lys. 
30 Seq id n* 6 : 

Ser He Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser De Cys Lys. 
Seq id n* 7 : 

Ser De Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala De Ser Lys. 
Seq id n- 8 : 

35 Ser lie Cys Gly Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys. 

Seq id n* 9 : 

Ser ne Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala lie Cys Lys. 
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Seq id n # 10 : 

Ser He Asp Gly Asn Asn Gin Leu Ora Lys Ser De Cys Lys. 
Seq id n° 11 : 

Ser lie Asp Ser Asn Asn Pro Thr Orn Trp Ala lie Ser Lys. 
5 Seq id n* 12 : 

Ser lie Asp Gly Asn ASn Gin Leu Orn Lys Ser He Ser Lys, 



& Polypeptide selon Tune des revendications 1 & 5, caract6ris6 
en ce qu'il comport e en outre au moins un r&idu cysteine en position N- 
10 terminate ou C- terminate. 

7. Agent immunogine, caract£ri$6 en ce qu'il comporte un 
polypeptide selon Tune des revendications I k 6 coupte k une proline 
porteuse. 

8. Agent immunog^ne selon la revendication 7, caractdris^e en 
15 ce que la proline porteuse est une proline adjuvante d'immunitg. 

9L Agent immunog£ne selon i'une des revendications 7 et 8, 
caract6ris6 en ce que la proline porteuse est une proline OmpA. 

10l Agent selon Tune des revendications 7*9, caract6ris6 en ce 
que le polypeptide est sous forme d'un conjugu6 soluble avec une proline 
20 de la membrane externe d'une bact^rie du genre Klebsiella. 

11. Agent selon Tune des revendications 8 k 10, caract6ris6 en ce 
que la prot6ine adjuvante d'immunit6 est la proline p40 de Klebsiella 
pneumoniae ou une proline prtsentant 80% dliomologie avec la proline 
p40. 

25 12. Agent selon Tune des revendications 7 k 11, caract6ris6 en ce 

que le polypeptide est conjugu6 k la proline porteuse par une proline de 
liaison. 

13. Agent selon la revendication 12, caract6ris6 en ce que la 
proline de liaison est le rdcepteur de la sgrumalbumine humaine. 
30 14 Agent selon Tune des revendications 7 k 13, caract6ris6e en 

ce que ledit polypeptide est coupte k une proline comportant la sequence 
id n° 13. 

15. Agent selon Tune des revendications 7 k 14, caract£ris6 en ce 
que le couplage est un couplage covalent. 
35 16. Agent selon Tune des revendications 7 k 15, caract6ris6 en ce 

qu'il est obtenu par vole biologique. 
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17. Composition utile pour la prevention et/ou le traitement des 
affections provoqu^es par le VRS, sous-groupe A et/ou sous-groupe B, 
caracterisee en ce qu'elle contient un polypeptide selon Tune des 
revendications 1 k 6 ou un agent selon l'une des revendications 7 4 16. 

18. Composition selon la revendication 17, caracterisee en ce 
qu'elle contient en outre des excipients pharmaceutiquement acceptables 
adaptes k 1'administration par voie injectable* 

19. Composition selon les revendications 17 et 18, caracterisee en 
ce qu'elle comporte un adjuvant d'immunite non specifique. 

20. Sequence nucieotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
un polypeptide selon Tune des revendications 14 6* 

21. Sequence nucieotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour 
une proline comportarit la sequence id n° 13, 

22. Proc^de de preparation d'un peptide conjugue entrant dans 
une composition selon Tune des revendications 17 et 18, caracterise en ce 
que : 

a) on precipite les lipopolysaccharides de membranes de bact6ries du 
genre Klebsiella, en presence d'un sel de cation divalent et de 
detergents, pour r6cuperer les prolines membranaires totales dans 
le surnageant, 

b) on soumet les proteines k une chromatographic par echange 
d 'anions pour s£parer la fraction con tenant la protein e adjuvante 
d'immunite, 

c) on concentre la fraction contenant la proline adjuvante 
d'immunite, 

d) on conjugue la proteine adjuvante d'immtinite avec un polypeptide 
selon Tune des revendications 14 8 pour former un conjugue 
soluble. 

23. Procede selon la revendication 22, caracterise en ce que 
1'etape d) est effectuee en presence de glutaraldehyde k des concentrations 
inferieures ou egales k 0,05% et durant une periode superieure ou egale k 5 
jours. 

24 Proteine caract6risee en ce qu'elle presente la sequence id 
n° 13 ou une sequence presentant 8096 d'homologie. 
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Abstract (Basic) : FR 2718452 A 

New polypeptides (I) useful as immunogenic elements comprise a 
peptide sequence between amino acids 13 0 and 23 0 of the protein G 
sequence of respiratory syncytial virus (RSV) subgroup A or B, or a 
sequence having at least 80% homology with this sequence. Also claimed 
are: (1) an immunogenic agent comprising a polypeptide (I) coupled to a 
carrier protein; (2) a compsn. for preventing and/or treating RSV 
subgroup A and/or B infections contg. a polypeptide (I) or an 
immunogenic agent as in (1); (3) a nucleotide sequence coding for a 
polypeptide (I) ; (4) a protein (namely Klebsiella pneumoniae p40 
protein) with a defined sequence of 335 amino acids given in the 
specification, or with 80% homology with this sequence; (5) a 
nucleotide sequence coding for K. pneumoniae p40 protein; and (6) a 
process for preparing a peptide conjugate for use in the compsn. of 
(2). ' 

USE - The polypeptides are useful for prevention and/or treatment 
of RSV A and B infections. 

ADVANTAGE - Conjugates of (I) are highly effective in inducing 
immunity to RSV. 
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